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RESUMO

A fracdo de espermatozdides X ou Y foi separada por centrifugacdo em
nove diferentes gradientes de Percoll com densidades que variavam entre 0,9 a
1,06g/mL que foi obtida através de solucdo “stock” de Percoll composta de 11
partes de Percoll em 1 partes de solucdo contendo KCI (1M), NaH,PO4 (0,1M),
NaCl (1,5M) e HEPES sddico (23,8ug/mL). Para preparagdo dos nove
diferentes gradientes de Percoll adicionou-se a solucao stock a Solucéo A (do
diluente glicina-gema) em diferentes partes. O sémen foi centrifugado em
Percoll 80% em 200xg por 10 minutos, o “pellet” foi depositado sobre os nove
gradientes de Percoll, centrifugado a 100xg por 30 minutos. O novo “pellet”
formado foi lavado em TES, mesmo diluente em que foi suspendido para
congelacdo, juntamente com os espermatozoides suspendidos foi congelado
sémen fresco apenas diluido em meio TES para controle.

Os espermatozoéides descongelados do controle e do sémen tratado
foram corados com quinacrina mostarda e quantificadas 200 células para
obtencdo do percentual de espermatozéides portadores do Corpusculo-F,
observando uma diferenca média 17,5% entre o grupo tratado e o controle.

A centrifugacdo apresentou, através de selecdo, uma melhora de
motilidade, vigor e cauda fortemente dobrada significativa para as partidas que
obtiveram boa congelacdo, quando comparados o grupo tratado ao controle,
sem alteracao significativa de defeitos de cauda dobrada, peca intermediéaria e
integridade de membrana e com aumento significativos de alteragbes de
acrossbma. Pode-se concluir que a técnica desenvolvida mostrou-se viavel
para separacdo de espermatozoéides portadores de X dos portadores de Y a
serem utilizados em técnicas de IA e principalmente em FIV, eliminando a

necessidade de capacitacdo empregada na técnica.



ABSTRACT

The spermatozoa portion X or Y were separated by centrifugation in nine
Percoll's density gradients, ranging from 0.9 to 1.06mg/mL. These gradients
were obtained using the Percoll stock and a solution containing KCI (1M),
NaH,PO, (0,1M), NaCl (1,5M) and HEPES sodium (23.8ug/mL) in the
proportion of 11 parts of Percoll and 1 part of the tampon solution. In order to
prepare the nine different Percoll's gradients were added to the Percoll stock
the A solution (glycine-yolk) in different proportions. To retire the spermatozoa
were used 0.7mL of the buffaloes semen, centrifuged in a 80% Percoll solution
for 10 minutes in 200xg, the obtained pellet were put in the nine Percoll’s
gradients wich was centrifuged for 30 minutes in 100xg. The new pellets were
washed by centrifugation in TES extender and suspended for freezing with the
control (fresh semen diluted in TES extender).

The frozen-thawed spermatozoa of the control and the treatment group
were colored by quinacrine mustard and counted (200 cells), in order to find the
spermatozoa percentage with the F-Body, showing a mean difference of 17.5%
between the control and the treatment group.

The centrufugation showed, through a selection, an improved value of
motility, vigor and coiled tails in lot of good freezers when comparing the
treatment group with control, whithout no difference were observed in the
pathologic defects as simple bent tails, middle piece and membrane integrity
with a significant higher levels of acrosome alterations. In conclusion, the
technique developed to separated the X and Y spermatozoa was feasible and
useful for the Al and, mostly, in IVF technique in which is dispensable to induce

the capacitation of the spermatozoa.
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1. Introducéo

Os bufalos em muitos paises e estados brasileiros apresentam grandes
habilidades para producédo de carne e leite, sendo também utilizados como
forca de tracdo, fornecedor de couro de boa qualidade e esterco para a
adubacao de solos fracos.

A produtividade bubalina a pasto em nada deixa a desejar a bovina,
sendo que o bubalino apresenta maior digestibilidade de forragens grosseiras

(ZAVA, 1984), muitas vezes rejeitadas pelos bovinos.

O rebanho mundial de bufalos é de aproximadamente 190 milhdes de
cabecas, com um crescimento de 1,8% ao ano, estando a maior parte situado
na india, Paquistéo e China (FAO, 2005).

Segundo o IBGE (2005), o rebanho nacional gira em torno de 1 milhdes
de bubalinos, com um crescimento de 1,5% ao ano, estando 59,7% na regiédo
Norte, 16,34% na regido Sul e 23,95% divididos em pequenos nudcleos nas
demais regides.

No Brasil, a atividade pecuéria bubalina apresenta reducdo na presséo
de desmatamento na Floresta Amazonica, pois esta € realizada em sua grande
maioria em campos de varzea nativos, ao longo do Rio Amazonas e em seu
Delta, com um impacto ambiental minimo, pois o bufalo apresenta-se bastante
integrado a estes ecossistemas (CAMARAO et al., 2002).

Na regido Amazonica a bubalinocultura apresenta-se quase que
exclusivamente destinada ao corte, jA& nas demais regibes do brasileiras, 0s
animais sdo destinados para producéo leiteira (ABCB, 2002).

As primeiras tentativas de selecdo do sexo registradas sdo atribuidas a
Hipocrates 500 a 428 a.C. na Grécia, devido a importancia cultural e social do
sexo masculino na cultura da Grécia antiga. Os gregos definiram que o0s
espermatozoides (SPTZ) do testiculo esquerdo originavam os individuos do
sexo feminino e preconizavam sua retirada, como método para gerar apenas
individuos do sexo masculino. Atualmente a comunidade médica tem se
dedicado ao desenvolvimento de técnicas para a selecdo do sexo, devido a
necessidade de prevencéo das doencas ligadas aos cromossomos sexuais na
espécie humana (ZARUTSKIE et al. 1989). Existem cerca de 370



anormalidades genéticas herdaveis ligadas ao cromossomo X, que s&o
expressas por filhos que herdam da méae portadora do cromossomo X com
genes andmalos (HOSSEPIAN, 1998).

A utilizacdo das técnicas de inseminacdo artificial e transferéncia de
embrido, dentro dos programas de melhoramento genético animal, bem como a
demanda de sistemas de produgcdo mais eficientes, levaram ao
desenvolvimento das técnicas de selecdo do sexo de espermatozodides e
embrides pré-implantados, em espécies de interesse zootécnico. A sele¢do do
sexo tem valor econémico significativo na pecuaria de leite e de corte, onde a
produtividade dos sistemas € favorecida pela progénie de um dos sexos
(TAYLOR et al., 1985 apud HOSSEPIAN, 1998; VAN VLECK et al., 1987). A
selecdo do sexo de espermatozdides ou embribes deverd acelerar o
melhoramento genético animal, pois aumentara o ganho genético anual
(NICHOLAS & SMITH, 1983; VAN VLECK et al., 1987).

A utilizacdo de sémen sexado em bufalos podera aumentar a eficiéncia
dos programas de melhoramento genético desta espécie além de diminuir os
custos da producéao leiteira.

O objetivo deste estudo foi identificar os espermatozoéides portadores do
cromossomo X através da centrifugacdo em nove diferentes gradientes de
Percoll, bem como avaliar a motilidade, vigor patologias espermaticas e
integridade de membrana antes e depois da congela¢do do sémen. Além disso,
verificar a eficacia da técnica modificada e contribuir para otimizacdo da
utilizacdo de espermatozoides portadores do cromossomo X de animais de alto

valor genético e até mesmo daqueles em perigo de extincao.



2. Revisao de literatura

2.1. Determinagao do sexo cromossdmico em mamiferos

Aristoteles (~350 a.C.) prop6s que o0 sexo era determinado pelo calor do
parceiro masculino e que as fémeas seriam machos cujo desenvolvimento foi
sustado precocemente porque o frio do Utero superou o calor do sémen
paterno. Esta visdo foi se alterando a partir do século XVI, mas a idéia de como
0 sexo era determinado ainda ndo estava clara. Até o inicio do século XX
acreditava-se que a determinacdo do sexo sofria influéncia direta do meio
ambiente, sendo a temperatura e a nutricdo, fatores importantes nesta
definicao.

No o inicio do século XX a determinacdo do sexo era atribuida apenas
ao cromossomo X, sendo o macho X0 e a fémea XX. Somente em 1914,
Bridges descobriu que o sexo masculino era determinado pela associagéo de

um cromossomo X com outro morfologicamente distinto, denominando-o de Y.

2.2 Importancia do sexo no melhoramento genético

2.2.1. Teste de progénie

Nicholas & Smith (1983) demonstraram que a selecdo do sexo é
particularmente importante no sistema moderno de teste de progénie, efetuado
em nucleos de criacdo. Este sistema se aplica a transferéncia de embrido
(MOET do inglés multiple ovulation and embryo transfer) para reduzir o
intervalo entre geracbes, aumentar a intensidade de selecdo e,
consequentemente, maximizar 0 progresso genético. Adota-se: a) o0s
esquemas de pedigree (ou esquema juvenil) em que se seleciona a progénie,
produtos de transferéncia de embrido (TE), aos 12 —13 meses de idade, com
base na produgdo materna (a doadora) na 1% lactacdo, ou b) esquema dos
irmaos (ou esquema adulto), em que a selecdo dos futuros reprodutores

(produtos de TE) é adiada até que suas irmds completem a 1% lactacdo. Neste



caso, seleciona-se com base em um indice que considera o desempenho
materno e o das irmas.

O teste de progénie, utilizando MOET, envolve grande numero de
transferéncia por ano (acima de 1000), para que o indice de consanguinidade
do ndcleo de criagdo mantenha-se comparavel aos testes tradicionais 0,0001 a
0,002 (por ano), que abrangem varios rebanhos. A sele¢cdo do sexo dos
espermatozoides associada a mdultiplas ovulacdes e criopreservacdo de
embrides reduz os custos e dinamiza este sistema devido a: a) reducéo do
namero de transferéncias de embribes do sexo masculino em até 33%,
restringindo-se aqueles de maes e/ou irmds com melhor desempenho
reprodutivo; b) producdo de uma populacdo genéticamente adequada para
acasalamento, em menor espagco de tempo e com numero minimo de
transferéncias, ja que se utilizariam apenas os embriées do sexo feminino e
masculino de méaes e irmas com melhor desempenho produtivo. Este
procedimento poderia inclusive reduzir o indice de consanguinidade para 0,002
a 0,0012 por ano (sem a necessidade de elevar-se o numero de TE), se a taxa
de concepcao e sobrevivéncia mantiverem-se acima de 70%.

Van Vleck et al. (1987) demonstraram que o ganho genético depende: a) de
quéo corretamente os animais sdo avaliados (ou raa= acuidade de predi¢do do
valor genético aditivo); b) do numero de animais selecionados (ou i=
intensidade de sele¢do); c¢) da amplitude das diferencas genéticas entre os
animais avaliados (ou 0a= desvio padrdo dos valores genéticos aditivos); d) da
dindmica de reposicdo dos animais progenitores por seus descendentes (ou
L=intervalo entre geracodes).

Estes fatores compdem a equacao de predicdo do progresso genético por

ano (em unidade de desvio padrédo) ou ganho genético por ano (Aqg):

Ag = acuidade de X intensidade de selecdo X desvio padrao
predicao (raa) de selecéo (i) genético aditivo(ca)

Van Vleck et al. (1987)



Assim, o progresso genético é alterado quando algum dos fatores desta
equacao for alterado. Por exemplo, aumentando-se o intervalo entre geracoes,
diminuir-se-a a acuidade de predicdo, pois menor numero de dados sobre a
producdo estardo disponiveis para a avaliacdo genética do rebanho. Da
mesma forma, maximizar-se-a a intensidade de selecdo se um namero maior
de animais do mesmo sexo e idade forem selecionados concomitantemente.
Os fatores da equacao podem ser diferentes considerando-se a selecao de
machos ou fémeas. Considerando-se estas diferencas, 0 progresso genético
sera predito pela média da superioridade dos machos e fémeas selecionados,

dividido pelos respectivos intervalos médios entre geracodes:

Superioridade dos superioridade das

machos selecionados + fémeas selecionadas
Progresso 2
JENELICO = mrmmrmm o m e
por ano intervalo entre intervalo entre

geracOes para machos + geracdes para fémeas

2

onde:
superioridade acuidade de intensidade desvio padréo
dos machos = selecdopara X de selecao X genético
selecionados machos para machos aditivo
e
superioridade acuidade de intensidade desvio padréo
das fémeas = selecdopara X de selegao X genético
selecionadas fémeas para fémeas aditivo

Estes beneficios sdo mais evidentes quando se considera que existem
fatores (raa; 1) na equacdo que podem diferir entre machos e fémeas, se a
caracteristica selecionada ndo puder ser mensurada em apenas um dos sexos

( por exemplo, a producédo de leite), e que neste caso, a selecédo € feita em



guatro niveis: selecdo de reprodutores para produgcdo de reprodutores (SS);
selecéo de reprodutores para producao de matrizes (SD); selecdo de matrizes
para producdo reprodutores (DS); selecdo de matrizes para producdo de
matrizes (DD). Nesta situacdo, o progresso genético esperado por ano € dado
pela somatoéria da superioridade médias dos machos e fémeas para cada
geracdo, dividido pelo intervalo médio entre geracdes (RENDEL &
ROBERTSON, 1950 apud HOSSEPIAN, 1998). Considerando-se que S e D
sdo respectivamente os valores genéticos aditivos médios dos reprodutores e

matrizes selecionados para produzir a proOxima geracao, teremos:

Ag= Ass + AsD + Aps+ ADD

Lss + Lsb + LbDs + LDD
gue representa a superioridade média devido a selecdo em quatro niveis (SS,

SD, DS, DD), dividido pelo intervalo médio entre geracdes (Lss+ Lsb+Lbs+ LDD)

onde: AS = rasas X IS X Oa OuU

superioridade acuidade de intensidade desvio padréao
genética = avaliacdode X de selecdode X genético

dos touros reprodutores reprodutores aditivo

selecionados

e similarmente,

AD = superioridade genética das matrizes selecionadas

Com base nessas consideracfes, Van Vleck et al. (1987) compararam
quatro programas de criagdo para producdo de leite e demonstraram que o
progresso genético é maximizado naqueles em que o sexo € controlado (por
ocasidao da inseminacao artificial), obtendo-se machos ou fémeas quando
desejado (Quadro 1).



Quadro 1- Comparacdo do progresso genético potencial em quatro

programas de criacdo para producdao de leite

Programa de criagao

Fracdo selecionada

Progresso
genético/ano em

Libras de leite

Valor Bruto

do

acasalamento

por nivel
devido a selecao
no nivel DD

SS SD DS DD
Inseminacéo artificial ( 1A) 0,04 (0,20| 0,06 |0,90 220 79lb
IA com controle de seco (1A 0,04 (0,20| 0,03 |0,45 253 358lb
CS)
IA e transferéncia de embrido |0,04|0,20| 0,01 |0,10 296 713lb
(IATE)
(IACS TE) 0,04 0,20 0,005 | 0,05 367 838Ib
Acuidade 0,79|0,79| 0,65 |0,65
Intervalo entre geragfes 5 5 7 7

Van Vleck et al.1987

2.3. Fatores relacionados com a incidéncia do sexo

A separacdo dos espermatozoéides portadores do cromossomo X daqueles

portadores do cromossomo Y baseia-se na deteccdo de pelo menos uma das

seguintes diferencas fenotipicas entre esses dois tipos de célula: sensibilidade
ao pH (EMMENS, 1960),
(SCHREDER, 1934; KANEKO et al., 1984), morfologia do nucleo e cabeca
(SHETTLES, 1960, 1961), antigenos de superficie (KOO et al., 1973),
velocidade de migracdo (ERICSSON et al.,, 1973), conteuddo de DNA e
diferencas na densidade (MEISTRICH, 1982, apud WINDSOR et al., 1993).

carga elétrica da superficie da membrana




2.3.1. Diferenca de pH

Em 1932, Unterberger sugeriu que um fluido seminal muito alcalino
favoreceria a sobrevivéncia dos espermatozoides portadores do cromossomo Y
€ gue uma vagina muito acida favoreceria os portadores do X. Shettles (1970)
€ um dos proponentes da teoria que, na espécie humana, alteracdo do pH do
fluido vaginal pode desviar a propor¢cédo sexual. Ele observou que quando o
fluido cervical era alcalino ou acido ocorria a preponderancia de meninos ou
meninas, respectivamente. Além disso, por ocasido da ovulagdo, 0 muco
cervical era mais alcalino e o pH acido prevalecia durante o ciclo menstrual,
exceto um dia antes e um apos a ovulacdo. Concluiu-se que embora o0s
espermatozoides X ou Y tenham sobrevivido por um periodo maior no pH
levemente alcalino, encontrado por ocasido da fecundacdo, o portador do
cromossomo Y migrava mais rapido sob esta condic&do e alcancava primeiro o
ovulo. Caso o coito ocorresse nas fases em que o pH é mais &acido, os
espermatozoides portadores de X sobreviveriam preferencialmente e
fertilizariam o évulo. Este mesmo concluiu que a hora do coito, em relagéo a
ovulacédo, e a ducha vaginal com solucdo acida ou solucéo alcalina podiam
desviar a proporcdo sexual em favor do sexo feminino ou masculino,
respectivamente.

Kleegman (1966) estudou dados de casos clinicos em que foi utilizada
inseminacao natural ou artificial, na tentativa de se desviar a propor¢cao sexual.
Nos casos em que a inseminacdo foi efetuada 36 ou mais horas antes da
ovulacdo, ocorreu o nascimento de cerca de 70% de individuos do sexo
feminino. Quando a inseminacao ocorreu de 2 a 24 horas antes da ovulacéo,
houve o nascimento de cerca de 70% de individuos do sexo masculino. Estes
resultados sao consistentes com a teoria de que 0s espermatozoéides Y
poderiam ser favorecidos pelo meio alcalino, caracteristico do periodo da
ovulagéo.

Wakim (1972) demonstrou que a proporgcédo sexual pode ser alterada em
coelhos de acordo com o pH da vagina na hora do acasalamento. Quando o pH
estava em torno de 6,5 a 7,3 ou 7,5 a 8,3 prevaleceram 0s sexos feminino e
masculino, respectivamente. Os pH entre 7,3 a 7,5 ndo alteraram

significativamente a proporcao sexual.



Resultados contrastantes foram obtidos por Diasio & Glass (1971) ao
estudarem a migracao de espermatozéides humanos em meio Tyrodes com pH
variando entre 6,5 a 8,4, como o0 muco cervical. O meio foi colocado dentro de
tubos capilares e esses foram mergulhados verticalmente em sémen fresco
para verificar possiveis diferencas de migracdo dos espermatozoides
portadores do cromossomo Y. O contetdo do tubo foi corado com Quinacrina
mustarda que revela o corpusculo-F, localizado no cromossomo Y. Sob estas
condi¢Bes, nao foi observada nenhuma diferenca na migracéo. Posteriormente,
experimentos semelhantes foram efetuados com espermatozoides de animais
de laboratério (MUEHLEIS & LONG, 1976) e da espécie humana (DOWING &
BLACK, 1976). O tratamento dos espermatozdides em meio alcalino ou acido,
antes da inseminagéo, ndo alterou a proporgéao sexual.

Emmens (1960) submeteu o sémen de coelhos aos pH de 5,4 a 6,2 ou de
9,0 a 9,8 por um periodo de uma a trés horas, antes da inseminacao, porém a

proporcao sexual dos laparos nao foi alterada.

2.3.2. Diferenca de carga elétrica

Em mamiferos, os espermatozéides possuem carga elétrica negativa, como
demonstrado por eletroforese em espermatozéides de humanos e de coelho
(MUDD & MUDD, 1929; VERES, 1968). Nevo et al. (1961) demonstraram que
espermatozoides de bovinos migravam para o anodo com a cauda estendida
para frente. Isto indicou que eles tinham carga elétrica negativa e esta era mais
concentrada na cauda do que na cabeca. Estes indicios foram confirmados por
Yanagimachi et al. (1972), demonstrando que o hidréxido de ferro coloidal
ligava-se preponderantemente a cauda dos espermatozoides de vérias
espécies, inclusive em bovinos. Kaneko et al. (1984), pela anélise da carga
elétrica da superficie celular de espermatozoides da espécie humana por
eletroforese, obtiveram resultados que indicaram que a motilidade eletroforética
dos portadores do cromossomo X, € maior que a dos portadores do
cromossomo Y. O tratamento com sialidase causou redugcdo progressiva na
motilidade eletroforética dos dois tipos de espermatozoéides, até que ambos
migrassem com a mesma motilidade para um Unico ponto, sugerindo que as

diferencas nas cargas elétricas entre os dois tipos de espermatozoéides deve-se



10

principalmente ao contetdo de acido sialico da superficie celular. Ja
Engelmann et al. (1988) obtiveram resultados contraditorios, constatando que a
mobilidade eletroforética dos espermatozoides Y era maior que a dos
portadores de X. Procurando esclarecer esta controvérsia, Ishijima et al. (1991)
mediram o potencial Zeta dos espermatozoides X e Y por espectrofotometria e
separaram as duas populacdes por eletroforese, verificando a acuidade do
método por coloracdo com Quinacrina mustarda. O potencial Zeta na fracdo
contendo mais de 80% de espermatozodides Y e 95% de espermatozéides X,
sendo o potencial Zeta de aproximadamente 16mV negativos e 20mV
negativos, respectivamente.

Em 1957 Gordon realizou experimento na tentativa de separar
espermatozoides em portadores do cromossomo X daqueles com cromossomo
Y através de eletroforese, obteve 62% de fémeas e 25% de machos entre os
produtos nascidos a partir de inseminacdo artificial, utlizando os
espermatozoides que migraram para 0 anodo e catodo, respectivamente.
Battacharya et al. (1977) utilizando a for¢ca de fluxo contrario que avalia a
polaridade dos espermatozéides em uma camara de fluxo elétrico a 6° C com
cargas contrarias, obteve uma precisdao de 87% para machos e 62% para
fémeas. Knaack et al. (1973) fracionando eletroforeticamente o ejaculado de
touros de diferentes racas obteve: fracdo A na qual predominou
espermatozoides pequenos (machos determinante), fracdo B onde
predominavam espermatozoéides grandes (fémeas determinantes) e fracdo C
com mistura das fracdes A e B. Em um primeiro experimento, inseminou 107
vacas com sémen das fracbes A e B separadamente, resultando em 85% de
bezerros e 73% de bezerras, respectivamente. No segundo experimento foram
inseminados 439 vacas, com sémen das fracdes A, B e C, nascendo 72,2% ,
67,8 e 59,7% de machos. Blottner et al. (1983), utilizando a técnica deflacéo
eletroforética, relataram relativo sucesso na separacdo dos gametas
masculinos através de migracdo, detectando duas fragbes, uma de migracdo
mais rapida e outra mais lenta. Utilizando a fracdo de migracéo lenta (porcéo
catédica) em inseminacéo artificial, a relacdo entre sexos para 1.185 bezerros
nascidos foi de 49,6% de machos e 50,45% de fémeas. Para 1.265 bezerros
provenientes da inseminacdo com fracdo mais rapida (por¢cdo anddica),

observaram 56,6% de bezerros machos e 43,4% de fémeas. Segundo Sarkar
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(1984) existe uma variagdo muito grande quanto ao processo de sexagem
através de fluxo elétrico, obtendo niveis que vado de 12 a 80% de
espermatozoides. Ja Vesselinovit et al. (1959), ao inseminar 164 vacas com
sémen de 10 diferentes touros, separados por eletroforese com diluente a base
de leite, obteve 78% de prenhez, onde as vacas prenhes através do sémen da
fracdo catddica apresentaram 1,53% a mais de machos do que os da fracdo

anddica, valor este nao significativo estatisticamente.

2.3.3. Diferenca morfoldgica do nucleo e da cabeca dos espermatozoides

Na espécie humana, (SHETTLES, 1960, 1961) identificou dois tipos
morfologicos de espermatozoides, por coloracdo com Feulgen e andlise por
microscopia Optica. Um tipo maior, com a cabeca ovalada e o outro tipo menor,
com a cabeca arredondada. A observacdo de amostras de espermatozoides
dos homens de familias que tém somente filhos do sexo masculino por varias
geracOes, demonstrou uma grande proporcao de espermatozoéides deste ultimo
tipo. Sugeriu-se que o0 menor tamanho, desta sub-populacdo de
espermatozoides, deve-se ao fato de que o cromossomo Y é menor do que o
X. Por outro lado, homens com vérios filhos do sexo feminino possuiam maior
proporcdo de espermatozoides com cabeca ovalada. Em estudos sub
sequentes em coelhos (MUEHLEIS & LONG, 1976) e na espécie humana; Von
Porstmann et al., 1979 apud Hossepian (1998), ndo detectaram a presenca de
dimorfismo entre os espermatozdéides X ou Y.

Técnicas atuais, utilizando analise computadorizada, conseguiram obter
10% de enriguecimento de espermatozoides X ou Y através da diferenca do
volume espermatico, apesar do embasamento teérico da técnica, que afirma
uma diferenca volumétrica da cabeca dos espermatozéides devido a variacdo
de 3,8% no conteudo do DNA em 80% das células X e Y. Esta técnica
apresenta a problematica da necessidade de decapitacdo dos espermatozoéides
para avaliacdo volumétrica, apresentando pouca validade pratica na obtencao
de produtos sexados ( VAN MUNTER et al. , 1999 ).

Battacharya et al. (1977) tentaram separar espermatozoides em portadores

do cromossomo X ou Y utilizando a centrifugacédo e filtracdo através das
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diferencas dos espermatozdides Y, mais leves e menores, que os portadores
do cromossomo X, ndo obtendo éxito, devido estas caracteristicas serem

influenciadas por produtos metabolicos como CO,, H,O e NHg,

2.3.4. Diferenca na velocidade de migracéao

Com base nas diferencas de peso e tamanho, Schilling (1966) separou
espermatozoides X ou Y de bovinos pela diferenca de velocidade de migracéo,
através de meio viscoso composto de gema de ovo e solucdo salina, com
gravidade especifica em torno de 1,037 a 1,044g/mL. O meio foi colocado em
um tubo e os espermatozéides sobre o meio, onde permaneceram por 1 hora a
0°C. Apos este periodo, os espermatozoéides puderam ser encontrados em 12
fracbes. As fracOes superiores foram descartadas e as inferiores foram
centrifugadas a 4000 rpm por 154 minutos. ApGs este processo obteve-se uma
fracdo de cerca de 1,5 mL contendo aproximadamente 40 a 80x10°
espermatozoides, que foram utilizados para inseminacdo artificial. Obtendo
indice de prenhez de cerca de 67% a 70 % de fémeas.

Na espécie humana, Ericsson et al. (1973) demonstraram que o0s
espermatozoides X ou Y, diferem quanto a motilidade progressiva quando
colocados em meio de cultura contendo albumina sérica bovina. Os
espermatozoides foram diluidos em Tyrode’s na proporcdo de 1:1 (v/v),
centrifugados a 4000 rpm e ressuspenso na concentracdo de 10°. Uma coluna
de meio com pH entre 7,4 a 7,6 contendo albumina em concentragbes que
variaram entre 3% a 25%, foi feita dentro de uma pipeta de Pasteur. Sobre esta
coluna foram colocados 50x10° espermatozéides. Apds 1 hora, os
espermatozoides da fracdo superior foram descartados, e os da fragcdo inferior
foram submetidos ao mesmo processo de separacdo pela segunda vez. Mais
de 85% dos espermatozoides da fracdo inferior apresentaram corpusculo-F.
Porém, Evans et al. (1975) e Wang et al. (1994) apud Hossepian (1998),
seguindo a metodologia de Ericsson et al. (1973), obtiveram resultados
inferiores a 32%. Em bovinos, Beal et al. (1984) e Zavos (1985) em coelhos,
ndo conseguiram desviar a proporcao sexual apoOs tratamento dos
espermatozoides com a técnica descrita por Ericsson et al. (1973). Porém,

White et al. (1984) e Windsor et al.(1993), observaram um desvio na propor¢ao
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sexual em pequeno numero de ovelhas, repetindo o mesmo experimento em
larga escala (196 ovelha que foram inseminadas com espermatozoides da
fracdo inferior de espermatozoides e 199 que foram inseminadas com a fracao
superior), obtiveram proporcéo sexual de 58% de machos, na fracéo inferior, e
55% de machos na fracdo superior, sendo pouco significativa. Berck et al.
(2976) utilizando deslocamento de 90 mm induzido por 173-estradiol em pipeta
de vidro, observaram um aumento de 43,7% para 63,3% de espermatozoéides
portadores de Y. Resultados semelhantes foram encontrados por Sarkar
(1984).

Em coelhos, Windsor et al. (1993) ndo observaram desvio significativo da
proporcdo sexual ao submeterem o0s espermatozdides a sete diferentes
tratamentos de velocidade de migracdo e verificacdo dos resultados por

citometria de fluxo.

2.3.5. Diferenca entre os antigenos de superficie

Baseia-se no uso de anticorpos especificos para o antigeno H-Y, um
antigeno de transplantacdo especifico do sexo masculino e bem representado
na superficie dos espermatozoides (WACHTEL, 1983).

A presenca do antigeno H-Y na membrana dos espermatozéides foi
relatada pela primeira vez por Goldeberg et al. (1971), em camundongos.
Neste trabalho a autora incubou espermatozoides em meio de cultura contendo
anticorpo anti H-Y e, em seguida, adicionou complemento. Os espermatozoides
gque expressavam o0 antigeno H-Y foram lisados, como determinado pela
coloracdo com azul Trypan. Como cerca de 50% de espermatozoéides foram
lisados, aventou-se a hipétese de que poderia haver a expressao hapléide do
antigeno H-Y na membrana de espermatozéides de outras espécies, o que foi
confirmado por Zaborski et al. (1979).

Estudos para verificar esta hipétese foram conduzidos em camundongos
por Bennet & Boyse (1973), empregando a inseminacédo artificial com sémen
tratado com anticorpos para o antigeno H-Y. Os anticorpos foram obtidos
através de enxerto de pele de machos, em fémeas de linhagens isogénicas. O
soro anti H-Y, assim obtido foi adicionado ao sémen previamente a

inseminacao artificial. Mediante esta técnica, conseguiram uma progénie de
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45,55% de machos, em comparacado com 53,4% do grupo controle. Estudos
com camundongos demonstraram que o tratamento com H-Y e complemento,
antes da inseminagao artificial, proporcionou um desvio pequeno (8%), mas
significativo, na proporcéo sexual (50:50), em favor das fémeas. Em seguida,
Hoppe & Koo (1984) nao obtiveram desvio na propor¢cdo sexual quando em
fecundacdo in vitro, utilizando espermatozoéides de camundongos submetidos a
este tratamento.

Apesar da existéncia de diversos mecanismos biolégicos para prevenir a
expressado hapléide (OHNO, 1982), e da possivel troca de mMRNA devido a
presenca de pontes citoplasmaticas entre as espermatides X e Y (ERICKSSON
et al., 1981), existem evidéncias a favor da atividade génica das células
germinativas (BRADLEY, 1989). Este autor referiu-se a varios genes que se
expressam no genoma hapléide das células germinativas; e relatou que
espermatozoides murinos, retidos em uma coluna de imunoafinidade para o
antigeno H-Y, produziram 90% de machos quando utilizados em inseminacéo
artificial. Em ovinos, cerca de 70-80% dos espermatozoides que nao se ligaram
a coluna, ndo apresentaram fluorescéncia (H-Y negativo), e cerca de 80% dos
aderidos a coluna apresentaram fluorescéncia (H-Y positivo) apos o tratamento
co m o antigeno anti H - Y e anticorpo conjugado.

Em 1989, Bradley separou espermatozoides de bovinos de acordo com a
expressdo do antigeno H-Y, tratando com anticorpos monoclonais anti H-Y e
anticorpos conjugados. Obtendo fluorescéncia de 40 a 65% dos
espermatozoides do grupo tratamento e 1 a 15% de fluorescéncia nos do grupo
controle, sendo considerados portadores do cromossomo Y 0Ss que
apresentaram fluorescéncia positiva, posteriormente separados dos néao
fluorescentes, foram corados com corante de Feugen e quantificados através
de microdensitometro, obtendo um resultado de 80% de portadores do
cromossomo Y, para os que apresentaram fluorescéncia e 70% de portadores

do cromossomo X, para 0s que nao apresentaram fluorescéncia.

Ali (1987) sexou espermatozoéides de bovino de acordo com a expressédo do
antigeno H-Y, tratando-os com anticorpo monoclonal anti H —Y e anticorpo
conjugado, e submetendo-os a “Fluorescente activivated cell sorted”. Cerca de

8% dos espermatozodides fluorescentes (H-Y positivo), eram portadores do
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cromossomo Y e 70% dos nao fluorescentes (H-Y negativo) eram portadores
do X. Recentemente, Peter et al. (1993) sugeriram que a separagcdo dos
espermatozoides portadores de X daqueles portadores de Y, utilizando
anticorpos monoclonais anti-H-Y associados a cotas de polimeros
magnetizados (separacdo magnética) obtendo acuidade de cerca de 98%.

Existe a possibilidade de espermatozéides X reterem na membrana
antigeno H-Y, caso sejam oriundos de espermatogbnia H-Y positiva. Esta
possibilidade foi aventada por alguns autores para explicar as dificuldades da
sexagem de espermatozoides de coelho e bovino por métodos imunologicos
(BENNET & BOYSE, 1973; OHNO & WACHTEL, 1978; KOO et al., 1973;
ZAVOS, 1983; HOPPE & KOO, 1984).

Recentemente, estudos eletroforéticos da membrana dos espermatozéides
X ou Y, separados por citometria de fluxo, demonstraram que ndo € possivel
identificar diferencas entre as proteinas de membrana dos portadores do
cromossomo X ou Y (HENDRIKSEN et al., 1999).

2.3.6. Momento da inseminacgao

Este método consiste em fazer a inseminagéo ou fertilizagdo no inicio ou
fim da ovulacdo, baseando-se no fato do gameta masculino portador do
cromossomo Y ter maior motilidade, e o portador do cromossomo X maior
durabilidade.

Gutierrez-Adan et al. (1999) observaram em seus experimentos em
bovinos, uma proporcdo macho/fémea de 1,00: 0,61(machos 37,96%) para
embrides com 16 de MIV e 1,67: 1,0(machos 62,5%) com 24h de MIV. Em um
segundo experimento com vacas superovuladas e inseminadas observaram
mais de 40% de machos quando a inseminacao deu-se 5h antes da ovulacao e
75% de machos 5 horas apés a ovulagcédo, o que leva a crer que este metodo
possa estar mais diretamente relacionado a maturacdo do odcito do que a
velocidade de migracao dos diferentes gametas masculinos (X e Y). Contudo,
Rorie et al.(1999%1999"), detectando o cio de vacas sincronizadas, através do
sistema HeatWatch de deteccéao de estro, inseminando vacas e novilhas 8 a

10 horas e 20 a 25 horas apds o estro, e sexagem ultrassonografica 80 dias
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apos a inseminagdo, ndo obtiveram diferencas estatisticas significantes entre

0S grupos.

2.3.7. Touros que apresentam progénies com predominancia de filhas

Alguns touros usados na inseminagao artificial apresentam um desvio no
numero de filhas nascidas, em relacdo ao numero de filhos (CRIBIU &
POPESCU, 1975). Além do aspecto de quimerismo gdnadal, da transferéncia
de grande numero de células femininas (gondcitos primordiais do tipo XX) da
irma gémea para o irmdo durante a gestacdo gemelar de casal pela
anastomose dos vasos coribnicos da placenta-comum, quando células
femininas teriam sobrevivido e originado consequientemente maior nimero de
espermatozoides X do que Y; entretanto, parece que também outros fatores
além destes, podem interferir nas explicacbes deste fendbmeno, mesmo em
touros ndo gémeos (LONG, 1979 apud HOSSEPIAN, 1998).

2.3.8. Corpusculo-F

A técnica do “Corpusculo-F” baseia-se na fluorescéncia que 0 cromossomo
Y apresenta quando corado com derivados da acridina (como a Quinacrina) e
observado sob luz ultravioleta (DAYAN, 1994). Esta técnica permite visualizar
um ponto na regido distal do brago curto do cromossomo Y, designado como
Corpusculo-F (ou corpo cromatico masculino). Estudos em microscopia
eletrbnica, entretanto, tem falhado em demonstrar uma diferenca estrutural
nesta por¢cdo do “Y”, porém, Hubner et al. (1970), demonstraram que a
Quinacrina localiza-se nas areas mais ricas em guanina e citosina nas hélices
de DNA, enfatizando o acima exposto, principalmente para espermatozoéides
humanos.

A deteccdo do Corpusculo-F foi o método mais empregado para validagcéo
de técnicas que objetivam sexar espermatozoéides (PETER, 1970; PEARSON,
1972; DIASIO & GLASS, 1971; ERICSSON et al. 1973; BECK et al. 1976;
MUEHLEIS & LONG, 1976; DOWING & BLACK, 1976; SHASTRY et al. 1977;
OGAWA, et al. 1988; AMANN, 1989; ISHIJIMA et al. 1991 e HOSSEPIAN,
1998).
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2.3.9. Diferencas no conteudo de DNA

Os métodos que utilizam a diferenca na quantidade de DNA baseiam-se na
evidéncia de que nos mamiferos, (OHNO et al., 1963; JOHNSON e CLARK,
1990), os espermatozoides carregam o cromossomo X ou Y. O cromossomo X
€ maior que o Y, devido a maior quantidade de DNA. A quantidade de DNA do
cromossomo X em relacdo ao Y varia significativamente entre as espécies
(MORUZZI, 1979; JOHNSON, 1992), sendo que a menor diferenca encontrada
€ de cerca de 2,8% na espécie humana (JOHNSON et al., 1993) e a maior € de
12,5% no Microtus oregoni (JOHNSON&CLARKE, 1990). Nos animais
domésticos, as diferencas de DNA entre os espermatozoides X ou Y variam de
3,5% a 4,2%, sendo que nos bovinos ela é de cerca de 4,0% (JOHNSON et al.
1987; JOHNSON, 1992, 1994). Nesta espécie, observou-se uma diferenca
média significativa do conteado de DNA dos espermatozoéides X ou Y entre as
racas, mas ndo entre os individuos da mesma raca. Entre os espermatozoides
X ou Y de touro Jersey observou-se a maior diferenca (4,24%) quando
comparada com as racas Angus (4,05), Hereford (4,03%), Holstein (3,98%) e
Brahman (3,73%) (HOSSEPIAN, 1998). A diferenca significativa encontrada
entre Bos taurus 0 Y € um pequeno submetacéntrico e nos Bos indicus € um
pequeno acrocéntrico.

Na década de 80 iniciaram-se, em mamiferos, as tentativas para a selegéo
do sexo pela identificacdo das diferencas na quantidade de cromatina entre os
espermatozoides X ou Y por citometria de fluxo (JOHNSON & PINKEL, 1986;
JOHNSON et al., 1987).

No citometro de fluxo os espermatozéides passam em fila Unica através do
feixe de “laser” que emite 175mW de ultravioleta (351, 364nm). Os sinais
fluorescentes emitidos pelo nudcleo dos espermatozoides sdo coletados
simultaneamente, por detectores 6pticos posicionados a 0’ e 90° em relacédo a
face plana e extremidades da cabeca, respectivamente. Os detectores
convertem estes sinais para sinais eletrbnicos, que sdo armazenados no

computador como hitogramas. Em seguida, o feixe de espermatozoides é
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quebrado em gotas pequenas e uniformes por ultra-som emitido por um
transdutor. Cada gota contém um Unico ou alguns espermatozoides.

As gotas contendo um espermatozoide X ou Y (6-8% do total de gotas
formadas) sdo carregadas com carga positiva ou negativa, respectivamente, de
acordo com a intensidade de fluorescéncia. As gotas passam por um campo
eletrostatico e sdo separadas em dois tubos distintos. As gotas vazias e
aquelas que nao estdo dentro dos padrdes de fluorescéncia estabelecidos
continuam no feixe central e caem em um tubo de descarte (JOHNSON &
PINKEL, 1986; JOHNSON, 1992, 1994).

Em mamiferos, as primeiras tentativas para a separacdo das fracdes de
espermatozoides X ou Y ndo tiveram sucesso. Era dificil distinguir as pequenas
diferencas do contetdo de DNA entre as populagfes de e